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Liposom mit einera Gehalt an einer aktiven Substanz 
und Verfahren zu dessen Herstellung 



Pa ten tan s priiche 

1- Liposom mit einer Wandmembran auf Phospholipidbasis, das 
mindestens eine physiologisch aktive Substanz in Liposom- 
blaschen eingeschlossen enthalt, dadurch gekennzeichnet 
daB die Wandmembran eine Struktur aufweist, in der Mole- 
ktile aus mindestens einer Sligen Substanz innerhalb einer 
bimolekularen Schicht aus Phospholipid in einer Menge 
von 3 bis 20 Gew.%, bezogen auf Phospholipid, vorliegen, 

2. Liposom nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl 
das Phospholipid aus Lecithin besteht. 
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3, Liposom nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die 51±ge Substanz oder das Gemlsch aus mindestens zwei 
Oligen Substanzen aus Mineralolen, Wachsen und/oder Tri- 
glyceriden besteht. 

4. Liposom nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Wandmembran Rohlecithin T das mindestens 3 Gew*% 
mindestens einer Sligen Substanz enthait, aufweist. 

5* fcubereitung zur Herstellung von Iiiposomen nach den An- 
spriichen 1 bis 4, gekennzeichnet durch elnen Gehalt an 
Phospholipid/ mindestens einer oligen Substanz und 
mindestens einer physiologisch aktiven Substanz: 

6. Zubereitung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , 
daB die 81ige Substanz oder das Geinisch aus mindestens 
zwei 51igen Substanz en aus Mineralolen, Wachsen und/oder 
Triglyceriden besteht* 

7. Verfahren zur Herstellung von iiposomen mit einer 
Wandinembran auf Phospholipidbasis, bei dem in bekannter 
Weise mindestens eine physiologisch aktive Substanz 

im fciposomblSschen eingeschlossen wird, dadurch gekenn- 
zeichnet r dafi man ein Phospholipid einsetst, mit dem 
MolekUle aus mindestens einer 61igen oder Fettsubstanz 
vermischt oder an das derartige MolekGle gebunden 
sind, und den Gehalt an Gliger oder Pettsubstanz so 
steuert, dafl in der gebildeten Wandmembran 3 bis. 20 
Gew«% derselben vorliegen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft den in den Patentanspruchen angegebenen 
Gegenstand, wobei es sich bei den in den Liposomen eingeschlosse— 
nen aktiven Substanzen insbesondere um physiologisch aktive Sub- 
stanzen handelt- 

Bei der direkten Applikation einer physiologisch aktiven Sub- 
stanz, z*B. eines Arzneimittels in einen lebenden Korper treten 
bisher oftmals verschiedene Probleme auf , z.B* immunologische 
Probleme durch Bildung des Antikorpers gegen das Arzneimittel • 
innerhalb des behandelten Korper s, ausgepragte Nebenwirkungen 
des Arzneimittels, die von einer Aufnahrae des Arzneimittels 
durch andere Gewebe als diejenigen, die das Arzneimittel er- 
reichen soil, herruhren, oder umgekehrt Probleme, die dadurch 
verursacht werden, daB das Arzneimittel das angestrebte Gewebe 
nicht zu passieren vermag, und schlieBlich auch Probleme auf- 
grund der Unfahigkeit des Arzneimittels, seine Aktivitat bei- 
zubehalten, da es durch Enzyme innerhalb des lebenden Kdrpers 
abgebaut, inaktivit;rt und anderweitig beeintrSchtigt wird. 

Es 1st jedoch ersichtlich, daB die aufgezeigten Probleme 16s- 
bar sind durch Verabreichung der physiologisch aktiven Sub- 
stanz, z.B- eines Arzneimittels, auf einem Trager, der befahigt 
ist, die aktive Substanz direkt in das angestrebte Gewebe 
innerhalb des lebenden KOrpers zu ttberf Uhren und die aktive 
Substanz dabei schutzt. 

Unter Beriicksichtigung dieses Gesichtspunkts wird in der japa- 
nischen Patentverof f entlichung 118826/74 (DE-OS 22 49 552) 
ein Liposom vorgeschlagen , das ein Blaschen, also einen Innen- 
hohlraum, mit einer geschlossenen lamellaren Struktur (Micelle) 
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aufwelst, die aus mindestens einer bimolekularen Schicht 
besteht, welche aus einer Verbindung der allgemeinen Formel 
. X-Y gebildet 1st, worin bedeuten X eine polare- und hydrophile 
Gruppe, z.B. Phosphat, Carboxyl, Amino;, Hydroxy 1 oderCholin, 
und Y eine nicht-polare und hydrophobe Gruppe r z.B- Alkyl, 
Alkenyl oder Alkinyl, wobei es sich z.B. um ein gereinlgtes . 
phospholipid wie Lecithin, Phosphatidyiathariolamin, Phosphatidyl 
serin und dergleichen handelt, als Material zur Bildung : der 
Membran der angegebenen Schicht, und wobei eine physio logisghe 
aktive Substanz, gelost in. einer wassrigen Losung, innerhalb 
des Bias chens des fciposoms vorliegt- Da die das Liposom bildende 
Wandmembran die aktive Substanz in der wassrigen LSsung inner^ 
halb des BlSschens selbst unter harten Bedingungen, z.B. solchen 
wie sie ini Gastrointestinaltrakt herrschen/ sehiit^t, wird die 
AktivitMt der aktiven Substanz nicht nachteilig beeiiif luBt, 
selbst wenn das I.iposom oral verabreicht. wird. Da sich auBerdem 
die Permeabilitat des Liposoms far ein Gewebe des lebenden 
Karpers je nach desseri PartikelgroBe (Durchmesser) Mridert, be- 
steht die MSglichkeit, die Permeabilitat des Liposoms in das 
Gewebe durch Steuerung des Durchmesser s des Liposoms' z\i erhoheh/ 

Das angegebenen Liposom f and daher Beachtung als mSglichea Mittel 
zur selektiven ZufUhrung einer in dem Liposom. enthaltenen 
physiologisch aktiven Substanz in ein bestimmtes Gewebe exnes 
lebenden KSrpers. * . 

Die das angegebene Liposora hildende -Weuidmeinbran , die aus reinem 
Phospholipid besteht, hat jedoch den Nachfceil* daB sie nicht . 
geschmeidig genug 1st und eine unzureichende mechanis.che 
Pestigkeit besit^t. Hinzu kommt," dafl die in deni Bl£sjchen . 
enthaltene physiologisch aktive Substanz mit zii lioher ' 
Ausf luBgeschwindigkeit nach aufien angegeben wird, so daB sich 
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das LIposora auch nicht als vtfllig zuf riedenstellend erweist 
In Bezug auf die geforderte Eigenschaft, die physiologisch 
aktive Substanz in den lebenden Korper langsam freizusetzen,. 
wobei es sich urn die sogenannte FreisetzungsverzSgerungseigen- 
schaft handelt. Ein besonderer Nachteil des angegebenen Liposoms 
ist auch der, daB die Ausf luBgeschwindigkeit der aktiven Sub- 
stanz stark erh5ht wird bei einer Temperatur oberhalb der 
t)be r gangs temper a tur der Wandmembran • welche das Liposoia bildet = 

Zur Verbesserung der Festigkeit der Wandmembran des angegebenen 
Liposoms ist ein Verfahren bekannt, bei dem ein Steroidlipid , • 
z.B. Cholesterin, mit dem Phospholipid vermischt wird, um das 
zur Bildung der Mernbranschicht des Liposoms dienende Material 
herzustellen. Obwohl die Festigkeit der das Liposom bildenden 
Wandmembran dadurch etwas verbessert wird, erfulgt kaum eine 
Verbesserung der sogenannten FreisetzungverzSgerungseigenschaf t . 

Ein grttndliches Studium der bekannten Verfahren zur Bildung 
eines Liposoms mit einer festen Wandmembran und einer vor- 
teilhaften FreisetzungverzSgerungseigenschaf t der physiologisch 
aktiven Substanz in den lebenden KQrper fiihrte zu der Erkenntnis 
daB die Wandmembran eines Liposoms, welches mit Hilfe eines 
Phospholipids, das Molekule einer ttligen Substanz enthalt, 
z.B. mit Hilfe von "Rohlecithin" , geblldet ist, eine hohere 
Geschmeidigkeit und Biegsamkeit aufweist und weitaus vorteil- 
hafter ist in Bezug auf FreisetzungverzBgerungseigenschaf t der 
physiologisch aktiven Substanz in den lebenden Kttrper im Ver- 
gleich mit einer Wandmembran eines iiblichen bekannten Liposoms, 
das unter Verwendung von gereinigtem Phospholipid gebildet ist, 
Uberraschenderweise besitzt somit ein erf indungsgem&B herge- 
stelltes Liposom, das unter Verwendung eines Phospholipids 
gebildet ist, welches Molekule einer Oligen Substanz enthSlt, 
alle wiinschenswerten speziellen Eigenschaf ten . 
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Erf indungsgem&fi wird somit ein eine. physiologisch aktive 
Substanz enthaltendes Liposom geschaffen, dessen Wandmembran 
fest genug 1st und das daruberhinaus eine besonders vorteil- 
haf te Eigenschaf t in 'Bezug auf langsames- Freisetzen der 
aktiven Substanz in den lebenden KSrper besitzt. 

Die Erfindung wird durch die beigefUgte Zeichnung nkher veran- 
schaulicht, in der darstellen: 

Figur 1 eine schematische Wiedergabe des erf induagsgera&Ben 
Liposoms, 

Figur 2 die Abhangigkeit zwischen der Menge an Molektllen von 
. 61iger Substanz, die in dem Membranmaterial enthalten 
1st, das zur Bildung des erf indungsgemSBen Liposoms 
dient, welches im iLiposombiaschen Glukose in w£ssriger 
. Losung enthaMt, und dem Prozentgehalt an innerhalb des 
Blase hens enthaltender Glukose zur Gesamtmenge an 
Glukose, welche zur Bildung des mlt Glukose beladenen 
Liposoms verwendet wurde (kurz Einschlufirate genannt) ► 
Figur 3 einen Vergleich der PermeabxlitSt der Glukose aus dem 
erfindungsgemaflen Liposoiu und einem gemafl Vergleichs^ 
beispiel hergestellten Liposom, 
Figur 4 einen Vergleich der Dauer der hypo glyk amis chen Wirkung 
von Insulin im lebenden KSrpeir, das mit HJLlfe einefr 
erfindungsgeraaBen Liposoms, welches Insulin einge- 
schlossen enthalt, b.zw, mit Hilfe eines Iriposoms gemSlfl 
Vergleichsbeispiel, welches ebenfalls Insulin einge- 
s chlos sen enthSLlt, appliziert wurde, 
Flguren 5 bis 8 die graphische Auswertung von Ergebnissen, welche 
.die la ng same Freisetzung (FreisetzungverzSgerungseigen— 
schaft) einer in erf indungsgemaBen Liposomen einge- 
echlossenen aktiven Substanz zeigen, wbbei wiederge- 
geben ist, 
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die Xnderung der Menge an Radioisotop im Blut mit 
der Zeit ab subcutaner Injektion eines Liposoms, das 
unter Verwendung dieser Substanz, die jedoch radioaktiv 
markiert wurde, als aktive Substanz gewonnen 1st, 
die tfnderung der Menge an Radioisotop im Urin mifc 
der Zeit ab subcutaner Injektion ..wie in Figur 5, 
die im Verlaufe der Zeit erfolgende Anderung der 
Restmenge an Radioisotop an der Stelle, wo die 
freie radioaktiv markierte aktive Substanz direkt 
subcutan injiziert wurde, und 

die im Verlaufe der Zeit erfolgende Knderung der 
Restmenge an Radioisotop an der Stelle, wo das Lipo- 
som, welches im LiposomblSschen die radioaktiv nvar- 
kierte aktive Substanz eingeschlossen enthS.lt, sub- 
cutan injiziert wurde. 

Das erf indungswesentliche Merkmal ist darin zu sehen, daB bei 
der Bildung eines Liposoms, das eine aktive Substanz im Liposom- 
blaschen eingeschlossen enthalt, die von einer micellaren Mem- 
branschicht umgeben ist, als Material zur Bildung der aus einer 
micellaren Membranuchicht bestehenden Wandmembran des Liposoms 
ein Phospholipid verwendet wird, in dem Molektile aus einer Fett- 
subistanz oder Sligen Substanz vorliegen. f iir das eine aktive Sub- 
stanz enthaltende und unter Verwendung des angegebenen Materials 
erf indungsgemafl hergestellte Liposom ist dessen in emulgiertem 
Zustand vorliegender Komplex vom W/O/W-Typ charakteristisch 
(vergleiche Figur 1) und dessen ausgezeichnete Freisetzungver- 
z5gerungseigenschaf t, auf grund deren die im Liposombiaschen 
eingeschlossene aktive Substanz langsam nach auBen abgegeben 
wird beim Einbringen des Liposoms in einen lebenden Korper. 

In Figur 1 bedeutet X eine hydrophile Gruppe, Y eine hydrophobe 
Gruppe, P ein Blaschen oder ein Innenhohlraum mit einem Gehalt 



in Figur 5 

in Figur 6 
in Figur 7 

in Figur 8 
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an einer wSssrlgen Losung, A Molekttle von Fetfcsubstanz und 
Q eine auSerhalb des Liposoms bef indliche wSssrige Losung* 

Das zur Herstellung des erf indungSgemSLBen Lipsoms verwendete 
Material enthalt ein Phospholipid, mit dein MolekUle von Fett- 
substanz vermischt oder an das derartige Molekiile gebundeii sind 
Der Typ des erf indungsgemaB verwendeten Phospholipids ist nicht 
sonderlich beschrankt, wenn es sich urn ein solches handelt r das 
als Material zur Bildurig einer Membranschicht von Gblichen be- 
kannten Liposomen eingesetizt- wurde^und geeignete Verbindungen - 
sind z.B. Lecithin, PhosphafcidyleLthanolarain, Lysoiecithin, 
Lysophosphatidyiathanolamin, Phosphatidyl serin/ Phosphatidyl— 
Inosit, Sphingomyelin und Cardiolipin fur sich- alleia Oder im 
Gemisch miteinander, wobei gegebenenf alls auch eine Stexinver- 
bindung wie Cholesterin enthalten sein kann. 

Bei der im erf indungsgemaB verwendbaren Phospholipid vdrlie-* 
genden Fettsubstanz. handelt es sich urn Triglyceride Wachs oder 
Mineralttl oder urn Geroische derselben, z.B, um pflanzliches 
01 wie Sojabohnenol, Baumwollsameridl und Sesamol oder auch um 
MineralSle, die aus Kohle oder Erdol gewoiinen sind. 

Als besonders vorteilhaf fc erweist sich die Verwendung vqri rohem 
Lecithin f(ir sich allein oder die Verwendung eines Gemisches 
aus rohem Lecithin und einer anderen oligen Substanz des ange- 
gebenen Typs . 

Mit "Rohlecithin" wird hier und im folgenden eine Fraktion 
bezeichnet, die mit Chloroform oder einem Gemisch aus Chloro- 
form und Methanol im Verh&ltnis von 100r1 bis 3:2 eluiert 
wird, wenn eine an Phospholipid reiche Komponente einer Sub- 



030046/0860 



- 9 



3016976 



stanz wie Eigelb oder SojabohnenBl durch Saulenchromatographie 
unter Verwendung von Aluminiumoxid als S^ulenf tillungsmaterial 
fraktioniert wird, wobei die erhaltene Fraktion aus 97 bis 
80 Gew.% reinem Lecithin und 3 bis 20 Gew.% Gliger Substanz, z,B. 
Triglycerid oder Carotinoid besteht. 

- j 

Wird zur Herstellung des erf indungsgem&Ben Liposoms das ange- 
gebene Rohlecithin als Material fiir die Membranschicht verwen- 
det, so wird der Gehalt- an Gliger Substanz im Kohlecithin so 
gesteuert, daB er in der gebildeten Wandmembran 3 bis 20 Gew.%, 
vorzugsweise 5 bis 15 Gew.% trSgt, Dabei muB dafiir gesorgt 
werden, daB der Gehalt an Fettsubstanz in der gebildeten Wand- 
membran 20 Gew.% nicht tibersteigt, da andernfalls die Wand- 
membran verschlechtert und eine verminderte Ausbeute an Liposom 
erzielt wird. 1st andererseits der Gehalt an Fettsubstanz geringer 
als 3 Gew.%, so kann die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe 
nicht gelSst werden. 

Zur Herstellung des erf indungsgemaBen Liposoms kdnnen dem zur 
Bildung der Membranschicht dienenden Material als dritte Kompo- 
nente Sterine beigemischt werden, z.B. Cholesterin und Ergo- 
sterin, sowie eine Substanz, die zur Xnderung des elektrisch ge- 
ladenen Zustands auf der OberflSche des Liposoms bef^higt 1st, 
z.B. PhosphatidsSure, Dicetylphosphat oder Gangliosid von 
Rinderhirn zur Erzielung einer negativen Ladung, oder Stearyl- 
amin zur Erzielung einer positiven Ladung. Die Menge an zuzu- 
setzender dritter Komponente 1st je nach Eigenschaft des ver- 
wendeten Phospholipids leicht bestimmbar und als geeignet er- 
weisen sich in der Kegel 0 bis 10 Gew.%, bezogen auf das fur 
die Bildung der Membranschicht verwendete Material. 

Zur Herstellung des erf indungsgemaBen Liposoms unter Verwendung 
eines Gemisches aus Phospholipid und Sliger Substanz als Material 
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zur Bildung der Membranschicht sind ubliche bekanrite Methoden 
zur Liposomherstellung geeignet.. So. ist z.B. ein Verfahren ver- 
wendbar, bei dem aus dem angegebenen Material ein dunner Film 
gebildet wird und nach dem Inkontaktbringen der auf diese Weise 
erzeugten Membran rait einer kontinuierlichen Phase, welche eine 
aktive Substanz zur Bildung einer Dispersion durch Rtthren ent- 
hait, das dispergierte System einer Ultra schallbehandlung unter- 
worfen wird; Oder ein Verfahren, bei dem nach dem Vermischen einer 
LSsung des angegebenen, zur Bildung der Membranschicht dienenden 
Materials in einem I.6sungsmittel, das in Wasset unloslich ist, 
mlt einer wSssrigen Losung, welche die angegebene (wasserlGsliche) 
aktive Substanz enthSlt, das erhaltene Gemisch einer Ultraschall- 
bebandlung unterworfen wird zur Bildung einer Xiiposom-Vorlauf er- 
verbindung, worauf die die Vorlauf erverbindung enthaltende I,5sung 
einer Ultrazentrif ugenbeh and lung bei gleichzei tiger Anwesenheit 
eines wassrigen Mediums unterworfen wirdf Oder ein Verfahren, bei 
dem nach dem tfberziehen der Oberf lache von Glaskorperchen und 
dergleichen mit dem angegebenen, zur Bildung der. Membranschicht 
dienenden Material die iiberzogenen Korperchen mit einer die aktive 
Substanz enthaltenden wSssrigen LSsung verralscht werdeh zum 
Eindispergieren der iiberzogenen Korperchen in die Losung, 

Die Menge an zur Herstellung des liiposoms fiir die Bildung der 
Membranschicht verwendetent Material betragt 1 bis 500 rog/ml 
der Flussigkeit, in welcher das Liposqm suspendiert ist. 

Nach den angegebenen Verfahren wird die .Membranschiclvt des . 
erhaltenen Liposoms auf grund einer Wechselwirkung zwischen 
der hydrophoben Gruppe des Phospholipids/ welches, im Material 
filr die Membranschicht, die das Liposom bildet, vorllegt, 
und den Molekulen der 51igen Substanz ^ die in dem Material 
fur die Membranschicht ebenfalls vorliegeri, gebildet. Der. 
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morphologische Zustand des erf indungsgem&Ben Liposoms unter- 
scheidet sich somit ganz wesentlich vom Zustand einea tlblichen 
bekannten Liposoms, das eine Micelle aus gereinigtem Phospholipid 
aufweist. 

Ferner verdient hervorgehoben zu werden, daB die blige Sub- 
stanz, die einen Bestandteil der Wandmembran des erf indungsge- 
m&Ben Liposoms bei dessen Herstellung aus dern zur Bildung der 
Merabxanscliicht dienenden Material dazstellt, eine Vcrbesserung 
der Liposora-Ausbeute und nach der Bildung des Liposoms eine 
leichte Abtrennung desselben bedingt sowie zu zahlreichen 

weiteren Vorteilen ftthrt, z.B* zu einer Gleichf Srmigkeit der 
PartikelgroBe der Liposomen und zu einer Verbesserung von deren 
Biegsamkeit und Schmiegsamkeit , zu einer Festigkeit der Wand- 
membran des Liposoms und zu einer langsamen Freisetzung der 
im LiposomblSschen eingeschlossenen aktiven Substanz . bei der 
Applizierung in einen lebenden Korper. 

Bei der aktiven Substanz, insbesondere der physiologisch aktiven 
Substanz, die zur Herstellung des erf indungsgemaBen Liposoms 
Verwendung findet, handelt es sich z.B. urn ein Arzneimittel, dessen 
nachteilige Nebenwirkungen vermindert und/oder dessen Wirkungs- 
dauer im lebenden Organismus verbessert ist. Typische erfindungs- 
gemaB verwendbare aktive Substanzen sind z.B. Peptidhoriuone 
wie Insulin, Oxytocin, Vasopressin, adrenocorticotropes Hormon 
(AGTH) , luteinisierendes Hormon-f reisetzendes Hormon (LH-RH) , 
Carcitonin, Somatostatin, Steroidhormone wie Progesteron, 
Follikelhormon, Adrenocortinhormon und andere Hormone, vie 
Prostaglandin, Adenosin-3 f , 5 ' -cyclisch-monophosphat , Anti— 
tumormittel wie Chlorambutyl, Streptozocin, Methothorexat, 5- 
Fluorouracil, Sitosin-arabinosit , Mitomycin C, Breomycin, Poly- 
saccharidderivate, Antibiotika wie Penicillin, Cepharospolin, 
Streptomycin, enzymatische Zubereitungen wie Aminoglukosidase, 
Invertase und dergleichen. 
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Das erf indungsgemaSe Llposom umfaflt Partikel v6n 0,01 bis 
10 Mikron durchschnittlichem purchmesser mit engem Verteilungs- 
bereich des Partikeldurchmessers, wobei Partikel mit 0,5 bis 
5 Mikron durchschnittlichem Durchmesser leicht unter Erzielung 
eines gleichf ormigen Durchroessers erhalten werden k*5nnen. Die 
erf indungsgemcLBen Liposorapartikel 2eichnen sich durch eine aus- 
gezeichnete Biegsamkeit und Geschmeidigkeit, a,us und sle k*5nnen 
durch eine Zentrifugenbehandlung bei niedriger Geschwindlgkeit 
von etwa 2000 bis etwa 4000 r.p.m. konzentriert werden. AuBerdem 
erfolgt eine emeute Disperglerung nach der Konzentration durch 
einfaches kurzzeitiges Schutteln r ohne daB eine Ulfcraschallbe*- 
handlung erforderlicb 1st, urn den ursprGnglichen Zustand wieder 
herzustellen. 

Das erf IndungsgemMBe Llposom seichriet sich aufgrund der ange- 
gebenen speziellen Eigenschaf ten ferner dadurch au£, : daB es 
die in seinem LiposomblSschen eingeschlossene aktive. Substanz. 
im Gegensatz zum bekannten Liposom vom Typ einer aus reinem 
Phospholipid bestehenden Micelle, in aktivem Zustand zu erhalten 
vermag, wobei als veiterer Vorteil seine Fahigkeit hinzukommt, 
die in ihm eingeschlossene aktive Substanz langsara freizusetzen. 
Das eirf indungsgemafie Liposora 1st daher besonders als Schutz- 
substanz fQr eln instabiles Arzneimittel im lebenden KSrper 
geeignet, und gleichermaBen fur eln Arzneimittiel, das bei 
einer unvermeidbar langdauernden Verabreichung oder hohen Do- 
sierung Nebenwlrkungen hervorruft* Au.s den angegebenen Grtinden. 
1st es moglich, das erf indungsgemafie Liposom als. Medizin zu 
verwenden. 

Wird z.B. das erf indungsgemafie Liposora als rnsulininjektion 
angewandt, so bewirkt eine intramuskulSre Verabreichung des 
erf indungsgemaBen Liposoms einmal wahrend zwei bis aieben Tagfen 
bei einer Dosierung von 0,2 bis 20 mg f berechnet als Xnsulin, 
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an ein.en Erwachsenen den gleichen Effekt wie die direkte 
intramuskuiare Verabreichung von freiem Insulin dreimal 
■ taglich in einer Einzeldosis von etwa 0,03 bis 4,0 mg 
(ein Drittel von 0,1 bis 4,0 mg) - 

Wird das erf indungsgemaBe Liposom als Medizin eingesetzt, 
so ist dessen Verabreichung in verschiedener Weise mBglich, 
z,B. percutan, subcutan, intramuskular , intraperitoneal, 
intravenos, intrarectal und topisch, wobei die subcutane 
oder topische Verabreichung bevorzugt wird. Die Menge an 
verabreichtem Produkt hangt naturlich vom Verfahren und der ' 
Art der Verabreichung, dem Typ der aktiven Substanz und 
der Dauer der Behandlung ab, doch ist die se Menge in der 
Regel 0,1 bis 1 mal so groB wie die Menge an aktiver Substanz, 
die pro Tag direkt verabreicht wird, wobei ferner der Inter- 
val! zwischen den einzelnen Tagen verlSngert werden kann. 

Das erf indungsgemaBe Liposom kann auch als Injektion verab- 
reicht werden nach Dispersion des Liposoms in einer wassrigen 
physiologischen KochsalzlQsung v Insbesondere dann, wenn das 
erf indungsgemaBe Liposom eine peptidische physiologisch aktive 
Substanz, z.B- ein Peptidhormon, enthait, wird eine besonders 
vorteilhafte Wirkung bei subcutaner oder intramuskulSrer Injektion 
erhalten. Da peptidische physiologisch aktive Substanzen im 
lebenden KSrper in der Regel rasch abgebaut werden, erweist 
sich eine haufige Verabreichung (Injektion) zur Aufrechter- 
haltung der Wirkung der Substanz als erf orderllch, was nicht 
nur zu einer schwereren Belastung des Patienten, sondern auch 
zu starken Konzentrationsschwankungen der aktiven Substanz 
im Blut fuhrt, Aufgrund dieser Gegebenenheiten wird die Wirkung 
der Verabreichung der aktiven Substanz vermindert und Neben- 
wirkungen der aktiven Substanz slnd die Folge, 



030 046/086 0 



- 14 - 



3016976 



Es 1st daher von Vorteil, dafl, wie In den unten auf geftlhrteft 
Beispielen gezeigt wird, das erf indungsgemaBe Liposom eine 
hervorragend langsame Freisetzung der in ihm eingeschlossenen 
aktiven Substanz bewirkt bei subcutaner Oder intramuskulSrer 
Injektion, so daB die Zahl der Verabreichungen wesentlich 
vermindert werden kann unter Aufrechterhaltung einer gleich- 
forraigen Konzentration der peptidischen physiologisch aktiven : 
Substanz im Slut f was zur Folge hat, dan die Wirkung der 
aktiven Substanz voll zur Gertung koinmt und deren Nebenwir- 
kungen unter druckt warden • 

Tests zur Bestimmung der aktiven Toxizit&t des zur He rate Hung 
des erf indungsgemaBen Liposoms verwehdeten Materials unter 
Verwendung von Ratten bei subcataner und intravenbser Xnjektioh 
zeigten solange keine toxischen Bef unde an den betiandelten 
Ratten, bis die angewandte Dosieruhg 1000 mg/kg des betref fenden 
Materials erreicht hatte, woraus sich ergibt, daB das erfindungs 
gemaBe Iiiposom als Medizin vdm Standpunkt der Wandmembran des 
Liposoms sicher anzuwenden ist. 

Die fplgenden Beispiele sollen die Erf indung. nSher erlautern. 
Bei spiel 1 

Eine Losung mit einem Gehalt an "TOO mg handelstib lichen rohem 
Eigelb-Lecithin (Handelsprodukt der Merck Company), 11,6 mg 
Chplesterin und 2,7 mg Stearylamin in 10 ml Chlorof otm.wurde " 
in einen 25 ml-Rundkolben eingebracht, der sich auf einem 
Rotationsverdampf er bef and, und durch Abdestillieren der 
Chloroforral5sung uiiter Rotation des Verdampfers bei einer 
Tempera tur von 38° C unter vermindertem Druck wurde aiif " der 
Innenwand des Kolbens ein Film gebildet* banach wurde f ml 
einer 1 Gew.%igen wassrigen Losung von Adenosin-3 T ,5 1 -cyclisch- 
raonophosphat (ira fplgenden , als C-AMP abgekurzt) in den Kolben* 
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eingebracht und durch Schiitteln des Kolbens wShrend 30 min 
lttste sich der Film von der Innenwand des Kolbens ab und 
der Film wurde in der L6sung dispergiert. Durch Behandlung 
der Dispersion mit einer Ultraschall-Behandlungsapparatur 
(Handelsprodukt der Nippon Seiki Company, Modell NS 200-2) 
wahrend 20 min wurde eine Suspension-Dispersion von Partikeln 
mit 1 bis 2 Mlkron durschnittlichem Par tike ldur chine sser er- 
halten. Als nachste Verf ahrensstuf e wurde eine wassrige | 
physiologische Kochsalzlosung , die das 6-fache Volumen der 
angegebenen Suspension-Dispersion hatte, zu dieser Suspension-" 
Dispersion zugegeben und das Gemisch wurde dreimal einer Zen- 
trifugentrennung bei 3000 r.p.m. jeweils 10 miri lang uiiter- 
worfen, um das gebildete Liposom 1-1 vollstandig abzutrennen 
von der restlichen L5sung von C-AMP, die vom Liposom nicht 
aufgenommen worden war, 

Zu Vergleichszwecken wurden vier Arten von Liposomen herge- 
stellt unter Verwendung der in der unten angegebenen Tabelle 1 
aufgefuhrten Materialien als Vergleichsbeispiele 1 — 2, 1 - 3, 
1-4 und 1-5 naoh der gleichen Verf ahrensweise wie gemaB 

1 " 1 • 

Die EinschluBrate an C-AMP, d.h. die in Gewichtsprozent an- 
gegebene Menge an C-AMP, die ira LlposomblSschen vorliegtp 
zur angewandten Menge an C-AMP, sowie das AusmaS der Frei- 
setzung von C-AMP aus dem Liposom, nachdem dieses 24 h lang 
bei einer Temperatur von 37 °C gehalten wurde, d*h» der rest- 
liche Prozentgehalt an Liposom, sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. 

Wie die Ergebnisse der Tabelle 1 zeigen, wird bei Verwendung 
von Rohlecithin als Material fur die Membranschicht ein er- 
f indungsgemSfles Liposom mit verbesserter EinschluBrate 
und verbesserter Restmenge im LiposomblcLschen im Vergleich 
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zu den entsprechenden We r ten von Liposomen, die unter Verwen 
dung ilblichen bekannten Materials fiir die Membranschicht ge- 
wonnen sind, erhalten. 
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Die Zusammensetzung des handelsllblichen Kohlecithinfi (Han- 
delsprodukt der Merck Co.) und des handelsllblichen gereinigten 
Lecithins (Handel sprodukt der Sigma. Co.) war wie folgt (An- 
gaben in Gewichtsprozent) : 

Cholesterin Olsubstanz 

1/1 5 r 1 
0,3 0,2 

Beispiel 2 

Es wurden Lip o somen hergestellfc nach dem in Beispiel 1 be— 
schriebenen Verfahren, jedooh mit der Ausnahme, daB anstelle 
der wassrigen C-AMP-LGsung 1 ml einer 20 Giaw.%igen wassrigen 
.Glukoselosung sowie die in der folgenden Tabelle 2 aufgefuhirben 
Materialmen filr die Membranschicht verwendet wurden. 

Die Beziehung zwischen der Menge an Bauinwollsamenol .als Kom- 
ponente der zur Bildung der Membranschicht' dienenden Materialien 
und der Ansammlungs- oder Einschluflrate an Glukose in den 0C»i— 
posomen ist xn.Figur 2 graphisch dargestellt. 

Der in Prozent ausgedriickte Restgehalt an Giukose im Liposom, 
bezogen auf den Anf angsgehalt der Glukose im Liposom, nachdem 
dieses 24 h lang bei einer Temperafcur von 37°C gehalten wurde, 
ist in Figur S graphisch dargestellt, wobei diese Bestimmungen 
des Glukosegehalts an deii ' Liposomprpben 2 - 7 , 2 - 8 und 2-9 
durchgef ilhrt wurden. 

Aus diesen Figuren ist die tlberlegenheit des erf in dungs gemS Ben 
Liposoms ttber tibliche bekannte Liposome klar ersichtlich. 



Produkt Phospholipid 

Kohlecithin 9 3 r 8 

gereinigtes Lecithin 99,5 
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Tabelle 2 

Zusainmensetzung der Materialien fur die 
Membran schich ten 



Produkt 


nung 


Membranmaterial 


Gntn dm a t e r i a 1 

(mg) ' 


BauirwollsahenT 
51 Hog) 


er f indung sgemafl 


z — J_ 


(+) 

Rohlecithin _ ** 


100 


n i 

v 1 




2-2 


ii 




5 • • ' 




2-3 






10 




2-4 






15 




2-5 


tt 




20 


geraaB Vergleichs~ 
beispiel 


2-6 
2-7 


n 

(+) 

gereinigtes Lecithin 


100 


40 
0 


erf in dungs geiftSB 


2-8 


n 




5 




2-9 


n 




10 




2 -10 


w 




15 




2 -JL1 


n 




20 


genfifl Vergleichs- 
beispiel 


2 -12 




40 



(+) Handelsprodukt 
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Belspiel 3 

Unter Verwendung der in der unten angegebenen Tabelle 3 
aufgefuhrteri Materialien ftir d±e Merabranschicht wurden unter 
Verwendung des in Belspiel 1 beschriebenen Verfahrens Fiime ' 
auf der Innenwand eines Rundkolbens gebildet. Nach Zugabe 
von 1 ml einer wassrigen Zltronensaure-Puf f erlttsung, die 
pro 10 ml Losung (pH 2,3) 10 mg Insulin enthielt, zu dent 
Kolben wurde ^ine Suspension-Dispersion vpn Liposom-Partikeln 
mit 1 bis 2 Mikron Durchinesser nach dem in Beispiel 1 be- 
schriebenen Verfahren hergestellt. Nachdem die Suspension- 
Dispersion bei Rauratemperatur 24 h lang stehen ge las sen wurde / 
wurde sie mit 6 ml einer wassrigen physio logischen Kochsalz- 
losung und dem doppelten Voluraen eines 6:.1 Geifiisches aus einer 
physiologischen KochsalzlGsung und einer wSlssrigen Zitronen- 
selure-Puf ferlSsung versetzt und einer Zentrif ugenbehandlung 
zur Liposomengewinnung unterworfen . 
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Nach Zugabe einer wassrigen Zitronensaure-Puf ferlosung zu 
dem auf diese Weise hergestellten Liposonr unter Einsteilung 
der Insulinkonzentration des Gemisches auf 40 lO/ml (111 = 
"Internationale Standardeinheit) wurde mit dem Geiaisch der 
folgende Versuch durchgef (lhrt. 

Zur BestjLtnmung der Wirkungsdauer von Insulin-Iiiposom im 
lebenden K6rper wurden vier Gruppen woti weiblichen SD^Ratten, 
in denen durch Verabreichung von Strep tozocin kiinstlich Diabe 
tes hervorger.ufen worden war, subcutan mit dem wie angegeben 
hergestellten Liposora Injiziert und deren Blu trucker wurde 
vor und nach* der Injektion des Iiiposoms bestimmt. Figur 4 
zeigt den Verlauf dear Blutzuckerwerte mit der Zeit r wobel 
auf der Ordinate der Prozentgehalt der Glukosekonzentration 
im Blut nach der Injektion zur Konzentration der im Blut be- 
findlichen Glukose vor der Injektion, und auf .der Ab Suisse 
die Tage nach der Injektion aufgetragen sind. 

Wie aus Figur 4 ersichtlich, 1st die Wirkung des Insulins 
im K5rper der Ratte (In anderen Worten, der Befund, daB ver- 
nMnderte Glukosewerte liber einen langen Zeitraum aufrecht- 
erhalten wurden) auf grund der Verabreichung des erf induugsge- 
racLflen Liposoms , zu dessen Herstellung Rohlecithin, das von 
Haus aus olige Substanz enthSlt, dlente, weit tiberlegen dem 
ents$rechenden Wert, der aus der Verabreichung* vori iiblicheni - 
bekanntera Liposom resultiert, zu dessen Herstellung gereinig- 
tes Lecithin, das die Qlige Substanz nicht enthSLlt, verweh- 
det wurde - 

Beispiel 4 

Dieses Beispiel zeigt ttbergang der im ULposojnbiaschen 

eingeschlossenen ajctiven Substanz. nach der Verabreichung 
in den lebenden Korper- Es wurden die fqlgenden Versuche 
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durchgef Uhrt unter Verwendung eines Liposoms, das Tritium- 
markiertes luteinisierendes Hormon-f reisetzendes Hormon 
(LH-RH) als aktive Substanz enthielt. Das Liposom wurde wie 
folgt hergestellt, 

Herstellung des Liposome 

Nach dem gleichen Verfahren, wie es in Absatz 1 des Beispiels 
1 beschrieben 1st, wurde ein aus rohem Eigelb-Lecithin, Cholesterin 
und Stearylamin bestehender Film auf der Innenwand eines Rund- 
kolbens hergestellt- In den Kolben wurde 1 ml einer wassrigen • 
physiologischen KochsalzlGsung, welche Tritium-roarkierfces 
LH-RH (im folgenden und in den Figuren 5 bis 8 als 3 H-LH-RH 
abgekurzt) (250 \i Ci/7 , 3 \ig f hergestellt yon der New England 
Nuclear Company) mit einer Rate von 1 ug/ml eingebracht und 
nach dem Ablosen und Dispergieren des Films von der innenyand 
des Kolbens .durch 30 min langes SchUtteln des Kolbens wurde 
die auf diese Weise gebildete Dispersion in einer Ultraschall- 
behandlungsapparatur (vergleiche Beispiel 1> 15 min lang be- 
handelt zur Herstellung einer Suspension-Dispersion von Partikeln 
mit 1 bis 2 vi^durchschnittlichem Teilchendurchmesser . Das 6-fache 
Volumen einer wassrigen physiologischen Kochsalzlosung, bezogen 
auf die Suspension-Dispersion, wurde zur Suspension-Dispersion 
zugegeben und durch zweimalige Trennbehandlung des Gemisches 
in einer Zentrifuge bel 3000 r.p.m. jeweils 10 min lang wurde 
das auf diese Weise hergestellte Liposom vollstandig von der 
Losung von 3 H-LH-RH, die in das Liposomenblaschen nicht auf- 
genommen worden war, abgetrennt. 

Die Rate an gesamraeltem 3 H-LH-RH betrug 10 Gew-%- Nach Ein- 
stellen der Konzentration des 3 H-LH-RH auf 3,4 2 nCi/ml durch 
Zugabe einer wassrigen physiologischen Kochsalz losung, wurde 
die erhaltene Losung zur Durchfiihrung der folgenden Versuche 
verwendet* 
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Versuch 1 

Das gewonnene Liposom bzw. das f reie, im Liposom nicht ein- 
geschlossene 3 H— LH— RH vurde jeweils subcutan einer mannlichen 
ICR-Maus mit 30 bis 32 g KOrpergewicht, wobei jede Gruppe voti 
Versuchstieren aus 3 MSLusen bestand, in einer Dosierungsrate 
von 0,34 fiCi/Versuchstier injiziert und der Gehalt an 3 H-LH-RH 
(ausgedruckt als Menge des Radioisotope RI) im Blut jedes Ver- 
suchs tiers wurde von %eit zu Zeit bestimmt . durch Entnahme von 
jeweils 0,25 ml Blutprobe von jedem Tier in einem vorbestimmten 
Zeitintervall, wobei nach der Behandlung der Probe mit einem.' . 
Probe-Oxidationsmittel (hergestellt von der Packard Company) 
die Radioaktivitat mit Hilfe eines flttssigen Scinti<llations- 
z&hlers festgestellt wurde. 

Die Ergebnisse der Bestimmungen sind in Figur 5 aufge£uhrt r 
wobei der Gehalt an 3 H-LH-RH in der Biutprobe nach 15 min 
ab Verabreichnng als 100 angesetzt wurde. 

Wie aus Figur 5 ersichtlich, wird das im BlSschen des erfindungs- 
gemaBen Liposoms eingeschlossene Hormon langsam im lebenden 
Korper freigesetzt. 

Versuch 2 

Das angegebene Liposom bzw- das freie 3 H— LH-RH wurden jeder 
mannlichen SD-Rate einer jeweils aus 3 tieren bestehenden Gruppe 
subcutan injiziert und die Menge an im Urin und den Faeces 
ausgeschledenern Radioisotop wuirde yon zeit zu Zeit bestimmt. 
Die Verabreichungsdosis betrug 0 r 68 nCi/Versuchstier und 
die ausgeschiedene Menge an Radioisotop wurde durch Scintillations 
z ah lung der Probe nach dem Verdtlnnen der Urinprobe mit destillier- 
tem Wasser auf 100 ml bzw. nach dem Trocknen der Faeces und 
deren Oxidation bestimmt. 
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Die erhaltenen Ergebnisse sind In Figur 6 gezeigt, wobel 
die verabreichte Menge als 100 gesetzt und die ausgeschiedene 
Menge gegen die Zeit aufgetragen wurden. In den Faeces wurde 
kein Radioisotop f estgestellt . 

Aus Figur 6 ist ersichtlich, daB das im erf indungsgemaflen 
Liposom eingeschlossene Horraon aus dem Liposom langsam in 
den lebenden K5rper freigesetzt wird. 

Versuch 3 

Das gleiche Liposom wie in den Versuchen 1 und 2 bzw. freies 
5 H-LH-RH wurde subcutan jeder mSnnlichen ICR-Maus mit einem 
K6rpergewicht von 30 bis 32 g jeder aus zwei MHusen bestehenden 
Versuchstiergruppe injiziert und die Restmenge an Radioisotop 
an der In j ektionss telle wurde zu bestimmten Zeiten nach der 
Verabreichung yon 0,165 ^iCi bestimmt. Die Bestimmung der 
Restmenge an Radioisotop erfolgte in der Weise, daB der 
In jektionsbereich herausgenommen und iri SOLUENE (Produkt 
der Packard Company) gelSst wurde, worauf eine Scintillations^ 
zahlung durchgef iihrt wurde. 

Die folgenden Ergebnisse wurden erhalten: Wie in Figur 7 
gezeigt, nimmt nach der Injektion von freiem a H-LH-RH die 
Restmenge an Radioisotop RI bemerkenswert schnell innerhalb 
kurzer Zeit nach der Injektion ab, wohingegen, wie aus Figur 
8 ersichtlich, eine extrem langsame Verminderung erfolgt, 
wenn das Hornton in solcher Weise verabreicht wird, daB es 
im Blaschen des Liposoms eingeschlossen ist. 

Die Ergebnisse der Versuche 1 bis 3 lassen sorait die lang- 
same Freisetzung der im Bl&schen des erf indungsgema^Ben 
Liposoms eingeschlossenen aktiven Substanz klar erkennen* 
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